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RESUMO

DOS SANTOS, M.G.P. Regulagao da biogénese de microRNAs por proteinas
hnRNPs. 2019. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia de Sistemas) — Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

O splicing € um processo critico para expressao génica em eucariotos, pois
0s genes sao transcritos como pré-mRNAs, os quais sdo compostos por exons
(sequéncias que permanecem nos mMRNAs maduros) e infrons (sequéncias
intermediarias). O processo de splicing envolve a excisdo de introns e a ligagao de
exons, resultando em transcritos maduros (MRNA). Este processo é realizado por
uma maquinaria complexa chamada spliceossomo, que é composta por cinco
pequenos RNAs associados a proteinas (sSnRNAs) e mais de 100 proteinas, sendo
que algumas podem associar-se transitoriamente a componentes de spliceossomo
ou aos prée-mRNAs. As hnRNPs sao proteinas que podem associar-se ao complexo
spliceossomo, desempenhando um papel regulador nos locais de splicing e
frequentemente envolvidas na mediagdo de splicing alternativo. No genoma
humano, mais de 70% dos miRNAs estdo localizados em introns, portanto, é
possivel que o processo de splicing seja importante para sua maturagdo. O aumento
da expressdao do cluster de miRNAs miR-17-92 ja foi relacionado ao
desenvolvimento de muitas patologias, como cancer de tireoide, cancer de pulmao e
linfoma. Estudos anteriores mostraram que a hnRNP A1 é importante para a
maturagcado de do miR-18a. Neste trabalho nés investigamos a potencial associagao
das proteinas hnRNP A1 e hnRNP G aos miRNAs do cluster miR-17-92. Os
resultados mostraram que a hnRNP A1 esta associada a outros membros do cluster
miR-17-92, e que a superexpressdao dessa proteina aumenta as capacidades
proliferativa, migratéria e invasiva em células de cancer papilifero de tiredide,
BCPAP.

Palavras-chave: RNA. Splicing. Proteinas hnRNPs. MicroRNAs. MiR-17-92.



ABSTRACT

DOS SANTOS, M.G.P. Regulation of microRNAs biogenesis by hnRNP proteins.
2019. 68 p. Master thesis (Systems Biology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sao Paulo, S0 Paulo, 2020.

Splicing is a critical process for gene expression in eukaryotes, as genes are
transcribed as pre-mRNAs, which are composed of exons (sequences that remain in
mature mRNAs) and introns (intermediate sequences). The splicing process involves
intron excision and junction of exons, resulting in mature transcripts (MRNA). This
process is performed by a complex machinery called spliceosome, which is
composed by five snRNAs and more than 100 proteins, some of which may
transiently associate with spliceosome components or pre-mRNAs. HnRNPs are
proteins that can associate with the spliceosome complex, playing a regulatory role
at splicing sites and often involved in alternative splicing mediation. In the human
genome, over 70% of miRNAs are located in introns, therefore, it is possible that the
splicing process is important for their maturation. Increased miR-17-92 cluster
expression levels have been related to the development of many pathologies, such
as thyroid cancer, lung cancer and lymphoma. Previous studies have shown that
hnRNP A1 is important for miR-18a maturation. We investigated the potential
association of hnRNP A1 and hnRNP G proteins with miRNAs from the miR-17-92
cluster. The results showed that hnRNP A1 is associated with other members of the
miR-17-92 cluster, and that overexpression of this protein increases the proliferative,

migratory and invasive capabilities of papillary thyroid cancer cells, BCPAP.

Keywords: RNA. Splicing. HhNRNPs proteins. MicroRNAs. MiR-17-92.
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1 INTRODUGAO

1.1 Splicing

Em eucariotos a grande maioria dos genes € composta por sequéncias
codificadoras, os exons, separadas por sequéncias intermediarias denominadas
intfrons. Ainda durante sua transcricdo no nucleo, os precursores de RNAs (pré-
RNAs) sao processados para remogao dos infrons e unido dos exons, um processo
denominado splicing, gerando sequéncias de RNAs maduras, prontas para serem
traduzidas. As diversas reagdes necessarias para que os introns dos pré-mRNAs
sejam removidos sdo catalisadas por uma grande maquinaria ribonucleoproteica
(RNP), chamada spliceossomo (Lee, Wang and Rio 2018; Hoskins and Moore 2012).
O spliceossomo é composto por 5 pequenos RNAs nucleares associados a
proteinas (snRNPs), denominados U1, U2, U4, U5 e U6, e por mais de 150 outras
proteinas. O spliceossomo atua por meio de interagdo com sitios conservados
localizados nas fronteiras entre infrons e exons, e principalmente por sitios contidos
em introns (Will and Luhrmann 2011).

Durante o processo de splicing, primeiramente ocorre o reconhecimento do
snRNP U1 ao sitio de splicing (figura 1) localizado na extremidade 5 do intron
(sequéncia consenso GUAUGU). Em seguida, ocorre a ligagdo do snRNP U2 ao
sitio de ramificagdo (branchpoint) no intron (sequéncia consenso UACUAAC),
ocorrendo o recrutamento dos snRNPs U4/U6-U5. A partir disso ha diversos
rearranjos que promovem a dissociagdo dos snRNPs U1 e U4, formando um
complexo catalitico capaz de mediar 2 reagdes consecutivas de transesterificacao,
sendo a primeira responsavel pela liberagdo do exon 5, e a segunda pela jungéo
dos exons e liberagdo do lago intronico (Staley and Guthrie 1998; Vigevani et al.
2017).

O spliceossomo é montado de novo a cada novo intron, tornando assim o
processo de splicing extremamente dindmico. Importante ressaltar que a
composicao da maquinaria varia a cada etapa do processo, 0 que
consequentemente requer uma grande disponibilidade de snRNPs livres e prontos
para serem recrutados de acordo com a demanda. Com isso, a quantidade de cada
complexo integrante do spliceossomo € altamente dependente da taxa de

reciclagem dos snRNPs (Fourmann et al. 2013). Paralelamente a isso, os introns,
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por sua vez, podem ser direcionados para degradacao no final do processo, mas
cada vez mais estudos mostram que muitos RNAs nao codificadores estao contidos
nestes introns, e, portanto, é possivel que uma grande parte deles seja processada
(Westholm and Lai 2011). A proteina DRB1 €& uma importante peca para a
reciclagem dos snRNPs, além de auxiliar na linearizagdo do lago intrénico,
possibilitando assim o processamento de introns. Baixos niveis de DRB1 levam a
menores taxas de reciclagem de alguns snRNPs, refletindo na disponibilidade dos
complexos do spliceossomo, sugerindo assim que essa proteina possui um papel
regulatério (Han, Tang and Smith 2010).

Algumas proteinas envolvidas no processamento de RNA, como SF3A1,
PRPF8 e PRPF19, e aproximadamente dez RNA helicases, como a SNRNP200,
participam da formacédo do spliceossomo (Jurica and Moore 2003; Meyer and
Vilardell 2009). A SNRNP200 promove importante interacdo do snRNA U5 com os
outros componentes associados ao snRNP U5. Esta proteina esta associada aos
processos de formagdo do nucleo catalitico do spliceossomo, e também a
desmontagem e reciclagem do complexo (Absmeier, Santos and Wahl 2016; Zhang
et al. 2015). A PRPF8 regula a atividade da RNA helicase SNRNP200 (Grainger and
Beggs 2005). Mutagdes na regido reguladora de PRPF8 estdo ligadas ao
desenvolvimento de retinite pigmentosa (Boon-Unge et al. 2007; Hoskins and Moore
2012; Mayerle and Guthrie 2016).
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Figura 1. Processo de splicing. Representagdo esquematica do processo de splicing e a montagem
dos complexos do spliceossomo. Na parte superior destacam-se os sitios de splicing presentes nos
pré-mRNA, localizados nas regides 5', 3' e sitio de ramificagao, e que sao conservados. A montagem
do spliceossomo ocorre a partir do reconhecimentos destes sitios pelas snRNPs (como descrito em
1.1), e apos diversos rearranjos, ha a formagao do complexo C do spliceossomo, onde ocorrem as
duas reagdes de transesterificagdo, culminando na excisao do infron e jungdo dos exons (Adaptado
de Coltri, Dos Santos and da Silva 2019).

1.1.1 Splicing alternativo

A regulacdo do processo de splicing ja foi associada a presenca de
proteinas que atuam de forma transitéria no complexo. O splicing alternativo é um
mecanismo pelo qual uma molécula de pré-RNA pode dar origem a diferentes RNAs
maduros, através da remocgao ou inclusdo de exons, sendo essas novas moléculas
conhecidas como transcritos alternativos ou isoformas. Cerca de 85% dos genes em
eucariotos sdo submetidos ao splicing alternativo (Carazo, Romero and Rubio 2019;
Chen and Weiss 2015; Nilsen and Graveley 2010).

O uso de sitios alternativos de splicing depende de regulagao, muitas vezes

executada por proteinas associadas a sequéncias regulatérias presentes nos pré-
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MRNAs. Algumas das sequéncias regulatérias estdo presentes nos exons, como 0s
ESE (exonic splicing enhancer) e ESS (exonic splicing silencer), e outras estao
contidas em introns, como os ISE (intronic splicing enhancer) e 1SS (intronic splicing
silencer). Algumas familias de proteinas, como as hnRNPs (heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins) e proteinas SR (serine-arginine rich), sdo frequentemente
associadas a tais sequéncias (Coltri et al. 2019). E possivel obter-se transcritos
alternativos e distintos dependendo da condicdo da célula, ou da etapa de
desenvolvimento do organismo (Vigevani et al. 2017). A atuagédo das proteinas que
modulam o splicing pode ainda interferir diretamente nas interagbes entre os
componentes do spliceossomo e os RNAs (Han et al. 2010). Mutagdes nos sitios de
splicing podem levar ao desenvolvimento de algumas doengas, como por exemplo
esclerose lateral amiotréfica (ALS), autismo, deméncia Frontotemporal (DFT),
Doenca de Alzheimer, e diversos tipos de cancer (Geuens, Bouhy and Timmerman
2016; Scotti and Swanson 2016; Yoshida et al. 2011).

Existem diversos padrdes alternativos de splicing. Um dos mais frequentes
€ conhecido como “exon skipping”. Caracteriza-se pela “ndo inclusdo” de um exon
na isoforma madura do mRNA em questdo. A Distrofia muscular de Becker é
causada por splicing alternativo no gene DMD: neste caso ocorre exon skipping do
exon 74, o qual ndo é incluido no mRNA maduro (Keegan, Wilton and Fletcher
2019). A “retencéo de intron” (intron retention) € um padrao de splicing alternativo
que, como o proprio nome diz, caracteriza-se pela retengao parcial ou total de um
intron. Esse padrao esta geralmente associado com a regulagcédo negativa de fatores
de splicing, e € comum em células do sistema imune, como por exemplo na ativagéao
de linfécitos T e na granulopoese (Fiszbein and Kornblihtt 2017; Wong et al. 2013).
Ja o “splicing mutualmente exclusivo” (mutually exclusive splicing) € o padrao no
qual um ou mais exons sao removidos durante o processo de splicing, e, portanto,
nao permanecem no MRNA maduro. Geralmente ocorre quando ha exons com
sequéncias muito similares, porém, a exclusdo de um ou mais exons acarreta em
isoformas diferentes com fungdes distintas, o que aumenta significativamente o
proteoma de eucariotos (Nilsen and Graveley 2010). Um outro padrao de alternativo
de splicing ocorre quando ha reconhecimento de um sitio criptico. Este, por sua vez,
caracteriza-se por ser uma sequéncia similar as sequéncias consensos, porém
localizado no meio de um intron ou um exon. Quando utilizado, leva a formagao de

isoformas parcialmente ou integralmente disfuncionais. Alguns tipos de cancer de
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mama, e sindrome de Hutchinson-Gilford, por exemplo, sdo desencadeados pelo
uso de sitios cripticos (DeBoever et al. 2015; Scaffidi and Misteli 2006).

Entre as proteinas que atuam na selegcdo e reconhecimento de sitios de
splicing estao alguns componentes da familia das hnRNP. Neste sentido, muitas
hnRNP atuam como mediadoras do splicing alternativo (Martinez-Contreras et al.
2007).

1.2 Proteinas hnRNP

As hnRNPs sao proteinas que possuem dominios de ligagdo a RNAs e
compreendem uma grande familia associada a transcritos produzidos pela RNA
polimerase |l, participando de varios aspectos do metabolismo de acidos nucléicos
(Geuens et al. 2016). Uma caracteristica importante dessas proteinas € a presenca
de dominios (motifs) que lhes permitem interagir de maneira muito especifica com os
RNAs, como os dominios RRM (RNA-recognition motif), que devido a sua estrutura
tridimensional formada por a-hélices e folhas-B, permitem que estas proteinas se
associem com grande afinidade aos RNAs. Além deste, as hnRNPs contém os
dominios RGG, que sdo dominios auxiliares constituidos por diversos residuos de
arginina e glicina, e que podem interagir direta ou indiretamente com RNAs (Chen et
al. 2013). Essas proteinas podem ser submetidas a diversas modificagdes pos-
traducionais, como metilacdo, ubiquitinacdo e fosforilacdo, o que permite maior
regulacado de suas atividades na especificidade das ligagdes aos RNAs e interagdes
com outros fatores celulares. Além disso, tais modificacbes podem alterar a
localizacdo celular dessas proteinas. A maioria das hnRNPs estao localizadas no
nucleo, pois possuem o sinal de localizagdo nuclear (NSL). Entretanto, apds
algumas modificagdes pos-traducionais, ou até mesmo pelo estimulo de outras
hnRNPs, elas podem migrar para o citosol (Han et al. 2010).

Inicialmente essas proteinas foram relacionadas as fungdes de
“‘empacotamento” dos transcritos recém-sintetizados, de modo que eram observadas
associadas aos precursores de mRNAs em estruturas organizadas de maneira muito
semelhante aos nucleossomos. De fato, as hnRNPs possuem papéis regulatorios
importantes, seja por meio de ligagbes as sequéncias regulatérias presentes nos
transcritos, seja por associagao a outros fatores regulatérios (Beyer et al. 1977;
Pinol-Roma et al. 1988).
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Dentre outras atividades desempenhadas por hnRNPs estdo a promoc¢ao de
splicing alternativo, estabilizagdo de RNAs mensageiros (MRNAs) e regulagao de
transcricdo e tradugdo (Geuens et al. 2016). Mutagdes em algumas proteinas
hnRNPs podem levar ao desenvolvimento de diversas patologias degenerativas, tais
como esclerose lateral amiotréfica, degeneracédo lobar frontotemporal e atrofia
muscular espinhal (Kapeli, Martinez and Yeo 2017; Moursy, Allain and Clery 2014).
Além disso, os niveis de expressdo das hnRNPs encontram-se alterados em
diversos tipos de cancer, como por exemplo cancer de mama e neuroblastoma
(Geuens et al. 2016; Huelga et al. 2012; Pino et al. 2003; Tauler et al. 2010).

As hnRNPs modulam o splicing alternativo de diversos pré-mRNAs, e sao
conhecidas como “reguladores negativos”, devido a sua capacidade de
reconhecerem principalmente os sitios silenciadores nos exons e introns. Na maioria
dos casos, a associagao das hnRNP “esconde” ou “bloqueia” os sitios de splicing,
levando a diferentes configuragdes de splicing alternativo. O padrdao de “exon
Skipping” € o mais frequentemente encontrado (Martinez-Contreras et al. 2007;
Sharma et al. 2008). Algumas hnRNPs, entretanto, ja foram associadas a inclusao
de exons em alguns transcritos, como as hnRNP F, H1, M e U (Huelga et al. 2012).
De maneira geral, as hnRNPs sao cooperativas e tem alta sobreposi¢cao nos alvos
em que podem se ligar, o que faz com que o resultado do splicing dependa de uma

combinacgao das proteinas presentes (Huelga et al. 2012).

1.2.1 hnRNP G

A proteina hnRNP G, também conhecida como RBMX (RNA binding motif
gene, X chromosome), € transcrita a partir do gene RBMX, localizado no
cromossomo X, e possui um paralogo (RBMY) no cromossomo Y (Elliott 2004;
Kanhoush et al. 2010). Esta sequéncia codificadora, de 1176 pb, resulta em proteina
de massa molecular de aproximadamente 42 kDa e 391 aminoacidos

(www.uniprot.org).

Essa proteina esta envolvida na regulagdo da expressao génica por meio da
promogao de splicing alternativo, através do reconhecimento das sequéncias AAUG
e CC(A/C) no pré-mRNA (Dreyfuss et al. 1993; Heinrich et al. 2009; Hirschfeld et al.
2015). A hnRNP G controla a selegao de sitios de splicing em células somaticas

(Soulard et al. 1993), e inibe o splicing do exon 10 do gene MAPT, cuja
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desregulacdo dos niveis de expressao estd associada ao desenvolvimento de
deméncia frontotemporal (Wang et al. 2011). Por outro lado, elevados niveis de
hnRNP G estdo associados a melhores progndsticos de pacientes com cancer
endometrial, por meio da regulagao de splicing alternativo do exon 7 dos receptores
de estrégeno alfa ER-a (Hirschfeld et al. 2015).

A proteina hnRNP G também regula de forma negativa o splicing de mRNAs
do HPV 16 (Human papiloma virus), inibindo a incluséo de alguns exons aos mRNAs
maduros (Yu et al. 2018). Estudos mostraram que o HPV 16 aumenta a expressao
do gene DNMT1, que por sua vez diminui e expressao de miR-375, que tem papel
importante na regulacado da proliferagcdo de alguns tipos celulares. Desse modo, a
presenca desse virus esta associada ao desenvolvimento de processos

carcinogénicos (Jayamohan et al. 2019; Liu et al. 2016; Yu et al. 2018).

1.2.2 hnRNP A1

A proteina hnRNPA1 é a mais estudada da familia das hnRNPs, e também
faz parte da subfamilia hnRNP A / B, que compreende um dos grupos mais
abundantes de proteinas nucleares nas células em proliferagéo (Barraud and Allain
2013). A sequéncia codificadora, de 963 pb, é transcrita a partir do gene HNRNPA1
localizado na regido 12q13.1 do cromossomo 12. A proteina possui 372
aminoacidos, e massa molecular de aproximadamente 38 kDa. A hnRNP A1 possui
2 dominios RRM préximos ao N-terminal, que sao divididos nos “submotifs” RNP-1 e
RNP-2. Estes dominios sdo essenciais para promover a interagao desta proteina
com RNAs. Além disso, possui uma cauda flexivel rica em glicina préximo ao C-
terminal, na qual encontra-se uma sequéncia denominada M9, responsavel por sua
importacdo e exportagdo nuclear (He and Smith 2009). A hnRNP A1 associa-se ao
DNA telomérico através de seus dominios RRM 1 e RRM 2, estimulando a atividade
da enzima telomerase, e consequentemente auxiliando no elongamento das regides
teloméricas, atividade importante nas transformacgdes celulares malignas (Roy et al.
2017).

Estudos baseados em analises proted6micas comprovaram que a hnRNP A1
participa de todas as etapas do processo de montagem do complexo do
spliceossomo, além de auxiliar na distincdo de sitios de splicing cripticos e
funcionais (Tavanez et al. 2012; Zhou et al. 2002). Além disso, a hnRNP A1 é uma
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importante mediadora de splicing alternativo. A exemplo disso, a hnRNP A1 regula o
splicing alternativo de genes chaves como CD44 e c-MYC. CD44 codifica um
receptor de membrana celular que esta frequentemente superexpresso em diversos
tipos de cancer, promovendo taxas aumentadas de migracao e invasao celular. O
gene c-MYC é um oncogene e codifica uma proteina conhecida por ser uma grande
reguladora de processos tumorigénicos, e por estar envolvida no controle da
proliferacdo e metabolismo celular. Deste modo, a proteina hnRNP A1 é
potencialmente um componente de grande relevancia em diversas etapas da
progressao do tumor (Lee et al. 2018; Loh et al. 2015; Miller et al. 2012; Senbanjo
and Chellaiah 2017). Diversos estudos apontaram que a prépria hnRNP A1 esta
superexpressa em muitos tipos de tumores sélidos e hematoldgicos, como o linfoma
de Burkitt, leucemia, mieloma multiplo, cancer de prostata e cancer de pulmao
(Brockstedt et al. 1998; Carabet et al. 2019; Shi et al. 2011).

De forma interessante, a hnRNP A1 parece ser também um elemento
significativo para a maturagédo de alguns miRNAs. A exemplo disso, estudos prévios
mostraram que esta proteina esta associada ao miR-18a, associando-se ao loop
terminal do pri-miR-18a (figura 2), promovendo a desestabilizacdo da estrutura
secundaria do miRNA e facilitando, assim, a clivagem pela Drosha (Guil and
Caceres 2007; Kooshapur et al. 2018).

Figura 2. Representagdao esquematica da associagdo entre hnRNP A1 e pri-miR-18a. Do lado
esquerdo da figura ha a representagédo da estrutura do pri-miR18a, destacando-se em cor-de-rosa a
regido do loop terminal. A direita estdo representados os dominios RRM1 e RMM2 da hnRNP A1
associados ao loop terminal do pri-miR-18a, promovendo um “relaxamento” (indicado pelas setas
horizontais) dessa estrutura, facilitando assim a atividade catalitica realizada pela Drosha (Adaptado
de Kooshapur et al. 2018).
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1.3 miRNAs

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNA de 18-25
nucleotideos, nao-codificadoras, que possuem funcdes reguladoras de expressao
génica (Jones et al. 2012), desde o remodelamento da cromatina até o controle da
tradugdo de mRNAs especificos (Bartel 2004). Os miRNAs também estao envolvidos
em inumeros processos biolégicos, tais como embriogénese e desenvolvimento,
além de participarem de processos relacionados ao controle do ciclo celular, como a
regulacdo da proliferacao celular, diferenciagao celular e apoptose. Tais processos
sdo de extrema importdncia no surgimento e progressdo do cancer, e por esse
motivo, muitos estudos ja demonstraram que os miRNAs estdo associados ao
processo de tumorigénese (Cai et al. 2015).

Aproximadamente 70% dos miRNAs humanos sdo transcritos a partir de
introns, de maneira que os mecanismos envolvidos com a regulagao do splicing sao
importantes para compreender a maturagdo dos miRNAs (Franca, Vibranovski and
Galante 2016). O processo de biogénese dos miRNAs (figura 3) € iniciado através
de transcricdo mediada pela RNA polimerase Il, gerando um miRNA primario (pri-
miRNA). Em seguida, o pri-miRNA é processado por um complexo que inclui a
endonuclease Drosha e DGCR8 denominado microprocessor, dando origem ao
miRNA precursor (pré-miRNA), ainda no nucleo (Nguyen et al. 2013). Apds isso, 0
pré-miRNA é transportado para o citoplasma com o auxilio da molécula Ran-GTP e
da proteina Exportina-5. Ja no citoplasma, um complexo proteico do qual a Dicer faz
parte, atua neste pré-miRNA gerando o miRNA maduro, um RNA dupla fita (duplex)
de aproximadamente 20 nucleotideos associado ao complexo RISC (RNA Induced
Silencing Complex) (Lin, Miller and Ying 2006).

O mecanismo de acao dos miRNAs esta diretamente relacionado ao grau
de complementaridade no pareamento com a sequéncia alvo nos mRNAs. Isto €,
pareamentos com altos niveis de complementariedade entre miRNAs e a sequéncia
alvo, culminam na degradagao do RNA. Por outro lado, pareamentos com baixos
niveis de complementariedade, ou pareamentos “imperfeitos”, levam ao bloqueio da
tradugao, impedindo a passagem do ribossomo (Mohr and Mott 2015). A agdo dos
mMiRNAs pode variar dependendo do seu gene alvo. A atividade do miRNA depende
muito do tipo de mRNA que ele tera como alvo. Em caso do alvo ser um supressor

tumoral, a expressdo do miRNA podera levar ao fendtipo de maior proliferagao
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celular. Do mesmo modo, se o alvo for um oncogene, a presenga do miRNA pode
reduzir o crescimento celular (Esquela-Kerscher and Slack 2006; Treiber, Treiber
and Meister 2019). Diversas alteragcdes na expressao de miRNAs foram reportadas
em cancer de pulméo, pancreas, estomago, ovario e leucemias (Lu et al. 2005;
Volinia et al. 2006).

Embora representem apenas 1% do genoma de mamiferos, grande parte
dos miRNAs estao localizados em regides associadas a amplificagdo e translocagao
em canceres (He et al. 2005). Os miRNAs também podem ser encontrados em
regides pouco estaveis no genoma. A exemplo temos os miRNAs 15 e 16-1, que
estdo em uma determinada regido do cromossomo 13 frequentemente deletada em
pacientes com alguns tipos de cancer hematologicos (Calin et al. 2002; Esquela-
Kerscher and Slack 2006).

pri-miRNA transcription
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&/ Dicer
miRNA
duplex

Figura 3. Processamento de miRNAs. Representagdo esquematica da biogénese de miRNAs através
da via canénica. Os miRNAs sao transcritos a partir de diferentes origens, como por exemplo a partir
de genes proprios, que podem ser monocistrénicos ou policistrénicos, e de infrons. Os pri-miRNAs
sdo primeiramente processados pelo microprocessor, formando os pré-miRNAs, que sdo exportados
para o citoplasma através da Exportina 5. No citoplasma os pré-miRNAs sédo processados pela Dicer,
formando os duplex de miRNAs. Estes entdo sao direcionados ao complexo RISC, finalizando o
processamento, e entdo os miRNAs maduros podem se associar aos seus mRNAs alvos (Adaptado
de Treiber et al. 2019).
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1.4 MiR-17-92

Os miRNAs podem ser transcritos de forma unica ou entdo em clusters,
gerando transcritos de pri-miRNA policistronicos. O cluster de miRNAs miR-17-92 é
transcrito a partir de um intron do gene MIR17HG (cromossomo 13), e € composto
pelos miRNAs miR-17-5p, miR-17-3p, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR19b e miR-
92-1 (figura 4) (He et al. 2005; Venturini et al. 2007).

O cluster miR-17-92 € um componente-chave de diversas patologias, por
meio da regulagdo de um gene alvo comum através da ativagdo da via PI3K/AKT.
Essa via esta relacionada com a proliferagao celular, por meio da fosforilagdo de
AKT por PI3K ativado. O inibidor fisiolégico dessa via € o PTEN, que desfosforila
PI3K, impedindo a ativacido de AKT, e, portanto, limitando a proliferagao celular
(Bian et al. 2013; Hemmings and Restuccia 2012). O cluster miR-17-92 atua
regulando de maneira negativa a transcricdo do PTEN, permitindo que as células
proliferem de forma exacerbada, o que pode acarretar em processos tumorigénicos
(Bai et al. 2019).

A expressao aberrante desses miRNAs esta relacionada a diversos tipos de
doencgas, tais como Leucemia Linfoide Crénica (LLC), Leucemia Mieloide Crénica
(LMC), cancer de pulméao, linfomas e fibrose cistica (He et al. 2005). O gene c-MYC
€ um potente regulador e estimula a transcricido desse cluster, e o fator de
transcricdo E2F1 € um dos alvos desses miRNAs (Concepcion, Bonetti and Ventura
2012; Mihailovich and Bonaldi 2016).

Uma caracteristica particular deste cluster € que os seus componentes sao
processados de forma independente, e, de fato, concentragdes diferentes de cada
mMiRNA podem ser observadas em algumas patologias. Por exemplo, determinados
MiRNAs deste cluster podem ser encontrados superexpressos em alguns tipos de
cancer, enquanto os outros componentes estdo expressos em niveis basais. O miR-
19a é considerado um dos principais componentes oncogénicos do cluster miR-17-
92, e esta relacionado ao desenvolvimento de linfomas (Olive et al. 2009). MiR-92a,
por outro lado, é o principal componente desse cluster associado ao

desenvolvimento de cancer colorretal (Tsuchida et al. 2011).
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Figura 4. Representagao esquematica da estrutura secundaria do pri-miR-17-92. As sequéncias dos
pré-miRNAs estdo em diferentes cores, seguindo a sequéncia pela qual sao transcritas. As linhas
verticais paralelas (preto) correspondem as sequéncias dos miRNAs maduros. NMSL (non-miRNA
containing stem-loop) é uma estrutura que nao resulta em um miRNA (Adaptado de Chaulk et al.
2011).

Considerando-se que o cluster miR-17-92 é intrbnico, € possivel que a
regulacdo de sua expressao esteja relacionada a atividade do spliceossomo.
Recentemente, dados obtidos em nosso laboratério revelaram a presenca de
proteinas da familia das hnRNPs em complexos spliceossomo isolados a partir de
células tumorais de tireoide (Paiva, Kimura and Coltri 2017). Proteinas como hnRNP
G, L, R, U e A1 foram observadas apenas em spliceossomos isolados formados a
partir de introns com miRNAs do cluster. Desta forma, nossa hipoétese para esse
trabalho foi de que é possivel que as proteinas hnRNPs estejam associadas a

introns contendo miRNAs, e que possam mediar seu splicing em células tumorais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a associacao das proteinas hnRNP A1 e hnRNP G (RBM-X) aos miRNAs do
cluster miR-17-92.

2.2 Objetivos especificos

i. Superexpressar as proteinas hnRNPA1 e hnRNP G em células BCPAP e
HEK 293T.

ii. Verificar a associacao de hnRNP A1 e hnRNP G aos miRNAs do cluster
miR-17-92, comparando com células que expressam somente o epitopo
FLAG.

iii. Avaliar parametros de proliferagcdo, migracdo e invasao celulares em

células com expressao aumentada de hnRNP A1 e hnRNP G.
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3 METODOLOGIA

3.1 Clonagem e obtengéo de vetores de superexpresséo

Com o intuito de superexpressar a proteina hnRNP A1, antes do inicio do
presente trabalho foi construido o plasmideo FLAG-hnRNP A1, utilizando-se a
mesma metodologia que sera descrita baixo.

Utilizando-se pares de primers desenhados especificamente para hnRNP G
(tabela 1), foram obtidos através da técnica de PCR os produtos com tamanhos
esperados (1200 pb), que foram clonados no vetor pGEM T-easy (PROMEGA). O
pGEM T-easy € um vetor de alta cépia, indicado para clonagens de produtos de
PCR. Além disso, é possivel efetuar selecdo utilizando-se o gene da §-
galactosidase, que confere coloragao azul as coldnias de E. coli DH5a na presenca
de X-gal, caso o plasmideo ndo tenha recebido inserto. Para confirmacdo da
integridade das sequéncias, os vetores foram sequenciados utilizando-se os primers
direto e reverso para M13 (pGEM T-easy), e os resultados foram analisados em
comparagao com banco de dados NCBI. Em seguida, a sequéncia de hnRNP G foi
subclonada em vetor pFLAG-CMV3 (Sigma) entre os sitios de restricdo para EcoRl e
BamHI gerando o plasmideo FLAG-hnRNP G. O vetor pFLAG é utilizado para
transfecgdes estaveis ou transientes em células de mamiferos, e possui gene de
resisténcia a Geneticina (G418), o que permite selecionar as células que receberam
o vetor a partir do uso deste antibiético. Estes plasmideos foram utilizados

posteriormente para transfeccdo em células BCPAP e HEK-293T.

Tabela 1- Primers utilizados neste trabalho.

| Primer | Sequéncia 5'-3' Alvo |
PC9 ATAGCCTCGAGGTCAGAATAATG direto pré-miR17 (QPCR)
PC10 ATGATAAGCTTGTCACCATAATG reverso pré-miR17 (QPCR)
PC11 ATAGCCTCGAGTGTTCTAAGG direto pré-miR18 (QPCR)
PC12 ATGATAAGCTTTGCCAGAAGG reverso pré-miR18 (qPCR)
PC13 ATAGCCTCGAGGCAGTCCTCTGTTAG direto pré-miR19 (gPCR)
PC14 ATGATAAGCTTGCAGGCCACCATCAG reverso pré-miR19 (qPCR)
PC15 ATAGCCTCGAGCTTTCTACAC direto pré-miR92 (qPCR)
PC16 ATGATAAGCTTCCAAACTCAAC reverso pré-miR92 (qPCR)
PC32 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC direto M13 (Sequenciamento)
PC33 TCACACAGGAAACAGCTATGAC reverso M13 (Sequenciamento)

PC160 CTGTATCACGTGGAAGAGATAG direto hnRNP G (qPCR)
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PC161 GGGACAAATAAACATCTCTACG reverso hnRNP G (qPCR)
PC162 TGCAAAACCACGAAACCAAG direto hnRNP A1 (qPCR)
PC163 GCTTCCCTGTCACTTCTCTG reverso hnRNP A1 (qPCR)
PC168 ACCTTCTACAATGAGCTGCG direto B-Actina (qPCR)

PC169 CCTGGATAGCAACGTACATGG reverso B-Actina (QPCR)
PC170 CTCGCTTCGGCAGCACATATAC direto snRNP U6 (qPCR)
PC171 GGAACGCTTCACGAATTTGCGTG reverso snRNP U6 (qPCR)
PC212 GCCGCGAATTCAATGTCTAAGTCAGAGTCTCCT direto hnRNP A1 (Clonagem)
PC213 GCGGGATCCAAAATCTTCTGCCACTGCC reverso hnRNP A1 (Clonagem)
PC268 ATTGCGAATATGGTTGAAGCAGATCGCCC direto hnRNP G (Clonagem)
PC269 ATTGGATCCCTAGTATCTGCTTCTGCCTC reverso hnRNP G (Clonagem)
PC313 CGGTCGTAGTAAAGCGCAGG direto MIR17HG 1 (qPCR)
PC314 CTGGTGCAGTTAGGTCCACG reverso MIR17HG 1 (QPCR)
PC315 GGTACACATGGACTAAATTGCCT direto MIR17HG 2 (QPCR)
PC316 GGAAGTGGTGGCTCTTCCAA reverso MIR17HG 2 (qPCR)

3.2 Cultura de células e transfecgao

Neste trabalho foram utilizadas células BCPAP e HEK 293T. HEK 293T é
uma linhagem celular derivada de rim embrionario humano, e possui o antigeno T
SV40. Trata-se de uma linhagem imortalizada que pode ser transfectada com altas
taxas de eficiéncia (Lin et al. 2014).

As células BCPAP derivam do carcinoma papilifero de tireoide, e sua
caracteristica € a presenca de uma mutagao no oncogene BRAF, gerando a proteina
BRAFT"®% (Kimura et al. 2003). Essa linhagem celular foi cedida pela Profa. Dra.
Edna Teruko Kimura (Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento, ICB-
USP).

As linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM (Thermo)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U / mL de penicilina, 1ug /
mL de estreptomicina e 2,5 ug /mL de anfotericina B, a 37°C e 5% CO,. As células
foram mantidas em placas de 100 mm, e o meio de cultura foi substituido a cada
dois dias. Os plasmideos pFLAG-hnRNP A1, pFLAG-hnRNP G, e pFLAG (vazio)
foram transfectados em células HEK 293T e BCPAP utilizando-se Lipofectamina
2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA), de acordo com as instrucbes do fabricante. As
células foram selecionadas aumentando gradualmente a concentragao de geneticina
(G418) até atingir concentragao de 1000 ng/mL. Todas as células foram tripsinizadas

sempre que atingiam uma confluéncia de aproximadamente 80%.
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3.3 Curvas de crescimento

Células BCPAP-hnRNP A1, BCPAP-FLAG e BCPAP sem transfec¢ao foram
semeadas (2,5 x 10*/ml) em placas de 12 pocos (Corning Inc) e cultivadas durante
24h. Depois do plaqueamento (tempo 0Oh), e apds 24h, 48h e 72h de crescimento, as
células foram tripsinizadas, coletadas, coradas com solugdo Trypan Blue (Sigma
Aldrich) a 0,4%, em uma propor¢ao de 1:1, e contadas utilizando Countess Il FL (Life
Technologies Carlsbad, CA). Cada ensaio foi realizado em triplicata e realizado 3

vezes para cada amostra bioldgica.

3.4 Ensaios de migragéo e invasdo

Inicialmente, a migracao celular foi avaliada utilizando-se ensaio da ferida in
vitro. Células transfectadas e do grupo controle foram semeadas em placas de 100
mm para criar uma monocamada confluente. As células foram incubadas durante
aproximadamente 24 horas a 37°C, permitindo sua adesao e espalhamento pela
placa. Utilizando-se uma ponteira p10, foi realizado um risco vertical na
monocamada de células, com o intuito de criar uma "ferida". Em seguida, o meio
contendo as células que foram removidas durante esse procedimento foi recolhido, e
10 mL de DMEM foi adicionado as placas. As imagens de contraste de fase foram
gravadas nos tempos 0, 24 e 48 horas apds o risco. Com base em imagens
adquiridas com microscopia de luz, as medidas do tamanho da ferida provocada
pelo risco foram realizadas usando o software Imaged (National Institutes of Health,
EUA). O experimento foi repetido trés vezes para excluir qualquer variagéo possivel
causada pela diferenga na largura dos riscos.

Os ensaios de migracdo e invasao foram realizados usando camaras
transwell com membranas com poros de 8.0 um (Corning Inc). Estes ensaios
permitiram verificar os efeitos da superexpressdo da hnRNP A1 na capacidade
migratoria e invasiva de células. Para os ensaios de migragao, as membranas foram
revestidas com PBS (Na;HPO,4 3,2 mM, KH2PO4 0,5 mM, KCI 1,3 mM, NaCl 135
mM, pH 7,4) e incubadas durante 1 h a 37°C, 5% de CO,. Para os ensaios de
invasao, as membranas foram revestidas com 25 ug de Matrigel® (BD Biosciences)
e incubadas por 1 h a 37 °C, 5% de CO,. Cerca de 2,5 x 10* / ml de células foram
suspensas em meio de cultura contendo 1% de SFB e plaqueadas na camara

superior, enquanto a camara inferior continha meio de cultura com 10% de SFB.
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Apo6s 6h de incubagéo a 37°C, 5% de CO,, as células que ndo migraram da camara
superior foram removidas utilizando hastes flexiveis, e as células que migraram
através da membrana foram fixadas (utilizando-se 4% paraformaldeido - PFA em
PBS) e coradas com 0,5% de cristal violeta. As células foram fotografadas utilizando
um microscopio Nikon Eclipse E600 equipado com epi-fluorescéncia da camara

optica CF160 e foram contados 10 campos representativos.

3.5 Viabilidade celular

Paralelamente aos ensaios de migracéo e invasao celular, e com o objetivo
de garantir que as células estavam viaveis, foram realizados ensaios de exclusao
por Trypan Blue (Sigma Aldrich), que permitem verificar a integridade da
membrana celular. Células mortas ndao possuem seletividade da membrana,
permitindo assim a incorporagao do corante Trypan blue (Strober 2015).

Cerca de 2,5 x 10* de células foram suspensas em meio de cultura
contendo 10% de SFB e plaqueadas em placas de 12 pogos (Corning Inc). Apds
incubacéo de 6 h a 37°C, 5% de CO,, as células foram coletadas e coradas com
solugao Trypan Blue a 0,4%, em uma proporgao de 1:1, e os numeros de células
viaveis e nao viaveis foram obtidos utilizando Countess Il FL (Life Technologies
Carlsbad, CA).

3.6 Analise do ciclo celular com iodeto de propidio

Aproximadamente 1 x 10° células foram semeadas em placas de 6 pocos
(Corning Inc) e incubadas nas condigdes descritas acima durante 48 horas. Apds
esse periodo, as células foram tripsinizadas, coletadas em tubos de 15 mL e lavadas
duas vezes com PBS. O PBS foi retirado e as células foram fixadas adicionando-se
3 mL de metanol gelado e 1 mL de PBS, por 16 h a 4°C. Depois desse periodo as
amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 8 minutos, e entdo a solugao fixadora
foi removida. As células foram lavadas 1 vez com PBS e incubadas com solugao de
coloracao (200 ul PBS, 20 ug de RNAse e 10 ug/mL de iodeto de propidio) por 1 h a

4°C. Em seguida foi realizada a leitura das amostras no citdmetro GUAVA.
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3.7 Imunoprecipitagéo

Células BCPAP e HEK superexpressando hnRNP A1, bem como células
controle que expressam apenas o epitopo FLAG, foram cultivadas durante 48 h em
placas de 100 mm. Depois de terem sido recolhidas, foram utilizadas para preparo
dos extratos celulares, em tampéo A (KCI 10 mM, MgCI2 1,5 mM, Tris 20 mM [pH
7,5], DTT 0,5 mM) contendo inibidores de protease (Sigma), e depois foram
homogeneizados usando Douncer (Wheaton, NJ). A proteina A-Sepharose foi
lavada (pre-cleaning) e bloqueada com BSA conforme instrugdes do fabricante. Em
seguida, ela foi incubada com anti-FLAG M2 (Sigma) na proporg¢ao 1:250, por 16
horas a 4°C, sob agitagdo rotativa, e apés 3 lavagens com PBS, a proteina A-
Sepharose foi equilibrada com 2 volumes de Tampao A. Os extratos celulares foram
imunoprecipitados por incubacdo com proteina A-Sepharose acoplada ao anti-FLAG
M2 por 4 horas a 4°C, sob agitacao rotativa. Apos a incubacéo, a resina foi lavada
trés vezes utilizando-se tampao PBS, para remover as ligagées ndo especificas. As
proteinas foram eluidas utilizando-se 25 ug /ul de peptideo FLAG diluido em PBS
durante 16 h, a 4°C. Fracbes das eluicbes foram utilizadas para realizar a extragao
de RNA.

3.8 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido das células superexpressando as proteinas de
interesse e das células controle a partir de preparagcao de extrato utilizando-se
tampao A gelado e o Douncer (Wheaton, NJ) (conforme descrito no item 3.7). A
partir dessa etapa, foram adicionados, tanto aos lisados de células quanto as
amostras de eluicao das imunoprecipitagdes, o reagente Trizol (Invitrogen, Waltham,
MA, EUA) para realizagdo da extracdo de RNA total, conforme as instru¢des do
fabricante. Apoés precipitacdo do RNA com 3 M de acetato de sddio pH 5.2 e etanol,
as amostras foram ressuspendidas em agua milliQ. Apds confirmagao da integridade
das amostras de RNA, estas foram submetidas a sintese de cDNA, utilizando-se a
enzima Superscript IV RT (Life Technologies, Carlsbad, CA) e primers randémicos,
conforme as instrucbes do fabricante. Esses cDNAs foram quantificados em
espectrofotometro Nanodrop e utilizados para ensaios de PCR convencional e

quantitativo.
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3.9 PCR quantitativo em tempo real

O PCR quantitativo em tempo real (QPCR) foi realizado com 100 ng de
cDNAs, reagente SYBR Green (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) e 3.2 pmol
primers especificos para 0 mMRNA de hnRNP A1, p-actina, miR-17a, miR-18a, miR-
19a, miR-92a e RNUG (tabela 1). Variagbes na expressao génica (fold changes)

foram normalizadas por amplificagdo com primers para f-actina ou RNUG.

3.10 Silenciamento de hnRNP A1

Para obter células com expressao reduzida da hnRNP A1 foi utilizado siRNA
validado para hnRNP A1 (numero de catalogo AM16708, Life Technologies). Como
controle, os mesmos experimentos foram realizados com o siRNA controle negativo
(numero de catalogo 4390843, Life Technologies). Células BCPAP foram semeadas
em placas de 6 pogos (Corning Inc) e incubadas durante 24h. Em seguida,
concentracdes de 2,5 nM, 5 nM e 10 nM do siRNA-hnRNP A1 foram transfectadas
utilizando-se Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA), conforme instrugdes do
fabricante. Foram utilizadas como controle células transfectadas com siRNA controle
e também células ndo transfectadas. Apds 30 h de transfeccdo, as células foram
coletadas para realizacdo de extracdo de RNA e sintese de cDNA, e as amostras
foram analisadas através de RT qPCR utilizando-se primers especificos (tabela 1)
para quantificacdo do mRNA de hnRNP A1.

3.11 Regulagéo do splicing de MIR17HG

Para avaliarmos se a hnRNP A1 regula o splicing do gene MIR17HG,
realizamos primeiramente um RT-PCR convencional, e posteriormente um RT-
gPCR, utilizando-se 100 ng de cDNA de células BCPAP sem transfecgao (controle),
BCPAP-hnRNP A1 (superexpressdo hnRNP A1) e BCPAP-siRNA A1 (silenciada), e
dois pares de primers: PC313 e PC314 (transcrito 201); PC315 e PC316 (transcrito
203) (tabela 1, figura 5). O primeiro par de primers é constituido do primer direto
(PC313) que anela proximo a regiao 5' do exon 2, e pelo primer reverso (PC314),
que anela no exon 2 apo6s o sitio de splicing alternativo, dessa forma detectando
apenas o transcrito 201 do gene MIR17HG. O segundo par de primers é constituido

do primer direto (PC315) e pelo primer reverso (PC316), que se anelam no intron 3
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antes da regido onde se encontra o cluster miR-17-92, dessa forma detectando o
transcrito 203, isoforma proveniente do splicing alternativo e que contém a regiao do

intron com o miR 17-92.

MIR17HG ’ .
L1 [ 2]3] 4 Transcript 201
—
L1 2] | 3 | .:’Transcript203
-

Figura 5. Representagcao esquematica do pré-RNA do gene MIR17HG. Na parte superior esta
representado o transcrito do gene MIR17HG. As caixas azuis representam os exons, as linhas cinzas
representam os introns, a caixa vermelha representa o pri-miR-17-92, e a linha vertical tracejada no
exon 2 representa a regidao que é removida na isoforma do transcrito 203. As setas laranjas indicam a
regiao de anelamento dos primers 313 (direto) e 314 (reverso) no exon 2. O transcrito 203 é a
isoforma mais comum, e resulta de splicing alternativo, com a retengéo do intron 2 e de parte do
intfron 3 (caixas cinzas), além de remogao parcial da regido 5' do exon 2. As setas roxas indicam a

regiao de anelamento dos primers 315 (direto) e 316 (reverso) no intron 3.

3.12 Andlises estatisticas

Os resultados sao expressos como média = SEM. Todos os dados
experimentais foram coletados em pelo menos 3 experimentos independentes para
excluir qualquer variagdo possivel causada por proliferagdo, migracao e invasao
celular. Os resultados dos experimentos de imunoprecipitagao foram analisados por
one-way ANOVA seguidos pelo pés-teste Tukey, para, para permitir a comparagao

entre os grupos analisados.
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4 RESULTADOS

4.1 Confirmacao da superexpressao de hnRNP A1 e varredura dos miRNAs

O plasmideo pFLAG-hnRNP A1 foi transfectado em células HEK 293T e
BCPAP, e estas células foram selecionadas com Geneticina (G418). O vetor pFLAG
vazio foi transfectado em ambas linhagens, para que elas fossem utilizadas como
controles experimentais. A superexpressado foi confirmada através de RT-qPCR
(figura 6), utilizando-se primers especificos para a deteccdo de hnRNP A1. Através
de RT qPCR também foi realizado um rastreamento dos miRNAs do cluster miR-17-
92 em células HEK 293T e BCPAP (figura 7), para que fosse possivel comparar os
niveis de expressao destes entre células superexpressando a proteina de interesse
e as células controle. Para esse experimento, foram utilizados primers para as
sequéncias de miR-17, miR-18a, miR-19a e miR-92a. Os resultados mostraram que,
em BCPAP, a superexpressdo de hnRNP A1 esta associada a um aumento
significativo de miR-19a e miR-92a, em comparagdo com células expressando
apenas o epitopo FLAG. Ja em HEK 293T, a superexpressao de hnRNP A1 nao
interfere nos niveis dos miRNAs analisados, ja que foram observadas concentragdes

similares antes e depois da superexpressao.

2.09 2.09 a
-_— 33 BCPAP-FLAG _— @l HEK-FLAG
Bl HEK-A1

@@ BCPAP-A1

1.0 1.0

0.5 0.5

Fold Change/ B-Actin
Fold Change/ B-Actin

0.0 0.0

Figura 6. Confirmagao da superexpressdo de hnRNP A1. Células BCPAP e HEK 293T foram
transfectadas com o plasmideo pFLAG-hnRNP A1 (barra azul escura). O grupo controle expressava
apenas o epitopo FLAG (barra azul clara). Para o calculo de variagao na expressao (fold change) foi
realizada normalizagdao com amplificagdo de B —actina. Barras de erro representam desvios padrao

calculados a partir de trés experimentos independentes. * P <0,05.
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Figura 7. Analise da expressdao dos miRNAs. Analise da expressao dos miRNAs miR-17, miR-18a,
miR-19a e miR-92a em células BCPAP (painel superior) e HEK 293T (painel inferior)
superexpressando FLAG-hnRNP A1 (barra azul escura). O grupo controle expressava apenas o
epitopo FLAG (barra azul clara). Para o calculo de variagado na expressao (fold change) foi realizada

normalizagdo com amplificagcdo do gene de RNUGEB. Barras de erro representam desvios padrao

calculados a partir de trés experimentos independentes. * P <0,05.
4.2 Imunoprecipitacdo de hnRNP A1 e associacdo ao cluster miR-17-92

Para avaliar se a proteina hnRNP A1 estava associada a algum miRNA do
cluster, foram realizados ensaios de imunoprecipitacdo utilizando-se as células
BCPAP-hnRNP A1, além do controle que expressa somente o epitopo FLAG (figura
8). Os resultados obtidos revelaram que, em células BCPAP, hnRNP A1 associa-se
a miR-17, miR-18a, miR-19a, mas nao ao miR-92a. Estes resultados apoiam os

estudos prévios, os quais reportaram a participagao da proteina hnRNP A1 no
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splicing e maturacédo dos miRNAs do cluster miR-17-92, especialmente com miR-
18a (Guil and Caceres 2007).

2.0
. -~=- === ==  —— [ BCPAP-FLAG
< B BCPAP-hnRNP A1
Z 1.5'
14 =
3
c 10- =
£ T
&
o 0.5- L
o
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0.0

miR-17 miR-18a miR-19a miR-92a

Figura 8. Analise dos niveis de miRNA associados ao FLAG-hnRNP A1. Células BCPAP
transfectadas com o vetor pFLAG vazio foram usadas como controle nas imunoprecipitagdes (barra
azul clara). As amostras foram analisadas por RT-gPCR usando primers especificos para os miRNAs.
O valor da expresséao (fold change) foi normalizado com a expressdo de RNUEB. Barras de erro

representam desvios padrao calculados a partir de trés medi¢cbes independentes. * P <0,05.

4.3 Analise in silico da interagdo entre hnRNP A1 e o cluster miR-17-92

Com os resultados de imunoprecipitacao obtidos, revelando que a hnRNP A1
esta associada aos miRNAs do cluster miR-17-92, nds nos questionamos se essa
associagao poderia ocorrer de uma maneira direta, isto €, se haveria uma regiao
nestes pri-miRNAs na qual hnRNP A1 poderia potencialmente se ligar, ja que esta
proteina possui 2 dominios RRM. Assim, uma analise in silico utilizando os bancos
de dados UniProt (www.uniprot.org), NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov) e miRBase
(www.mirbase.org) foi realizada (figura 9). Para esta analise, foi realizada uma busca
pela sequéncia consenso de ligacdo a hnRNP A1 “UAGG” (Bruun et al. 2016) no pri-
mMiRNA-17-92. Pode-se observar que existem duas regides da sequéncia do pri-
mMiRNA-17-92 que possuem potenciais sitios de ligagdo para hnRNP A1: no inicio da

sequéncia (antes de miR-17), e entre os pri-miR-18a e pri-miR-19a (figura 9).
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5— 3
ATTCTTAAGGCATAAATACGTGTCTAAATGGACCTCATATCTTTGAGATAATTAAACTAATTTTTTCTTCC
CCATTAGGEBATTATGCTGAATTTGTATGGTTTATAGTTGTTAGAGTTTGAGGTGTTAATTCTAATTATCTA
TTTCAAATTTAGCAGGAAAAAAGAGAACATCACCTTGTAAAACTGAAGATTGTGACCAGTCACAATAAT
GTCAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAGTGATATGTGCATCTACTGCAGTGAAGGCACTTGTAGCATTATG
BTGACAGCTGCCTCGGGAAGCCAAGTTGGGCTTTAAAGTGCAGGGCCTGCTGATGTTGAGTGCTTT
TTGTTCTAAGGTGCATCTAGTGCAGATAGTGAAGTAGATTAGCATCTACTGCCCTAAGTGCTCCTTCTG
GCATAAGAAGTTATGTATTCATCCAATAATTCAAGCCAAGCAAGTATATAGGTGTTTTAATAGTTTTTGTT
TGCAGTCCTCTGTTAGTTTTGCATAGTTGCACTACAAGAAGAATGTAGTTGTGCAAATCTATGCAAAAC
TGATGGTGGCCTGCTATTTCCTTCAAATGAATGATTTTTACTAATTTTGTGTACTTTTATTGTGTCGATGT

AGAATCTGCCTGGTCTATCTGATGTGACAGCTTC T EiACeACTAAACTICONATACICOACETAGTER

AGTTATCTACTCOATTATCACCACTIAAAGIAGIEC TAGCTGTAGAACTCCAGCTTCGGCCTGTCGC
CCAATCAAACTGTCCTGTTACTGAACACTGTTCTATGGTTAGTTTTGCAGGTTTGCATCCAGCTGTGT

GATATTCTGCTGTGCAAATCCATGCAAAACTGACTGTGGTAGTGAAAAGTCTGTAGAAAAGTAAGGGA
AACTCAAACCCCTTTCTACACAGGTTGGGATCGGTTGCAATGCTGTGTTTCTGTATGGTATTGCACTT
GTCCCGGCCTGTTGAGTTTGGTGGGGATTGTGACCAGAAGATTTTGAAAATTAAATATTACTGAAGATT
TCGACTTCCACTGTTAAATGTACAAGATACATGAAATATTAAAGAAAATGTGTAACTTTTTGTGTAAATAC
ATCTTGTCTTGTTTTCATTCAAAAACATTTCACTTTTGGGGTTGCGTGTCAGATTTGGCAGTATAAATTC
TGGCTATATTT

Figura 9. Analise in silico para verificar associagdo de hnRNP A1 ao pri-miR17-92. A sequéncia
codificadora do pri-miR-17-92 esta mostrada. Os pri-miRNAs do cluster estdo marcados com
diferentes cores: em verde esta a sequéncia do pri-miR-17; em amarelo a sequéncia do pri-miR-18a;
em azul claro esta a sequéncia do pri-miR-19a; em lilas esta a sequéncia do pri-miR-20a; em cinza
estda a sequéncia do pri-miR-19b; e em laranja estd a sequéncia do pri-miR-92a. No retangulo
vermelho esta destacado os possivel sitio de interacdo da hnRNP A1 com este cluster. Foram

utilizados os bancos de dados UniProt, NCBI e miRBase como referéncias.

4.4 Células superexpressando hnRNP A1 possuem maior indice proliferativo

Uma importante questao sobre a acao de hnRNP A1 no splicing dos miRNAs
esta relacionada ao efeito que tal superexpressao e, consequentemente, maior
processamento dos miRNAs, tem sobre a cinética celular. Por isso, investigamos
quais eram os impactos desta superexpressdo nas células BCPAP. Deste modo,
avaliamos a proliferagao celular, realizamos ensaios de migragao e invasao, ensaios
de ciclo celular, e analises de imunofluorescéncia para verificar a morfologia das

células.

A curva de crescimento utilizando Trypan blue (figura 10), permitiram realizar
a contagem das células viaveis e nao viaveis nos tempos de 24h, 48h e 72h de
incubagao. Observamos que células superexpressando hnRNP A1 crescem mais do
que as células controle (células expressando apenas epitopo FLAG e células nao

transfectadas).
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Figura 10. Curva de crescimento. Contagem de células BCPAP superexpressando hnRNP A1 foi
realizada apds 24h, 48h e 72h de incubagéo, utilizando-se o0 método de exclusao por Trypan blue. Em
verde, células BCPAP (nao transfectadas); em azul claro células BCPAP-FLAG e em azul escuro
células BCPAP-hnRNP A1. As células viaveis foram quantificadas utilizando-se o equipamento
Countess Il FL Automated Cell Counters (ThermoFisher). Os valores representam as médias das

triplicatas de cada grupo. ** P <0,005 e ***P <0,0005.

4.5 Células superexpressando hnRNP A1 possuem capacidades migratoria e

invasiva maiores

Foi realizado também o ensaio de ferida (wound assay) (figura 11) como
experimento preliminar para observarmos se havia diferenga no perfil migratério de
células superexpressando hnRNP A1. O ensaio de fechamento de ferida celular
permite analisar a habilidade de uma determinada linhagem celular em migrar, e
subsequentemente fechar uma “ferida” feita em uma placa confluente de células.
Este ensaio foi realizado em células BCPAP e HEK 293T superexpressando hnRNP
A1, e seus respectivos controles, durante um periodo de 24h. As imagens foram
capturadas nos tempos 0Oh, 12h e 24h apéds realizagao da ferida. Observamos que as
células superexpressando hnRNP A1 migram 40% mais do que as células controle,
o0 que indica que a superexpressdo de hnRNP A1 pode estar relacionada ao

processo migratorio destas linhagens.



37

BCPAP HEK

Control hnRNP Al Control hnRNP Al

TOh

T12h

T24h

[ BCPAP-FLAG (3 HEK-FLAG
Il BCPAP-hnRNP A1 @8 HEK-hnRNP A1

e Je Je F
—

3

-

o

o
L

§

Wound closure (%)

Wound closure (%)

T12h T24h T12h T24h

Figura 11. Ensaio de ferida utilizando-se células BCPAP-FLAG (controle), BCPAP-hnRNP A1, HEK-
FLAG (controle) e HEK-hnRNP A1. Durante um ensaio de fechamento de feridas de 24 horas, as
imagens foram obtidas a cada 12 horas usando microscopia de luz. (A) Imagens representativas das
células BCPAP-hnRNP A1 (painel a esquerda) e HEK-hnRNP A1 (painel a direita) apds 0, 12 € 24 h.
O fechamento da ferida foi medido em pm. (B) A quantificagdo do fechamento da ferida ap6s 12 h e
24 h esta representada em graficos: a esquerda, quantificacdo de BCPAP-hnRNP A1; e a direita,
quantificagdo de HEK-hnRNP A1. A barra azul clara representa o controle (transfectado com pFLAG)
e a barra azul escura representa as células superexpressando hnRNP A1. As medidas do tamanho
da ferida foram realizadas usando o software ImagedJ (National Institutes of Health, EUA). ** P <0,005,
*** P <0,0005 e ****P<0,0001.

Com a observagdo de que havia possivelmente uma diferenga no perfil

migratorio dessas células, decidimos realizar ensaios para quantificar as taxas de
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migragao e invasao de forma mais precisa. Além disso, o efeito observado poderia
ser explicado pela divisao das células, uma vez que nao foi realizado tratamento
com anti-mitoticos antes da realizacdo do ensaio da ferida. Para isso, foram
realizados experimentos utilizando-se franswell, com o intuito de analisar a
capacidade migratéria e invasiva diferencial das células superexpressando a
proteina hnRNP A1. Neste ensaio, conforme descrito na metodologia, as células
foram semeadas em meio com menor concentragao de soro fetal bovino, sobre a
membrana transwell. No compartimento inferior ha concentracdo maior de soro
(10%) e espera-se que as células migrem para o compartimento inferior. No caso do
ensaio de invasdao, uma camada de matrigel cobre a membrana de transwell,
simulando uma camada de matriz extracelular que poderia recobrir a célula e
impedir ou atrasar sua migragao para outros locais. O estudo da migragao celular
na pesquisa do cancer € de particular interesse, pois a principal causa de morte em
pacientes com cancer esta relacionada a progressao metastatica (Castellone et al.
2011). Para que o cancer se espalhe e se dissemine por todo o corpo, as células
cancerosas devem migrar e invadir a matriz extracelular (MEC), infiltrar-se na
circulagao sanguinea, anexar-se a um local distante e finalmente extravasar para
formar focos distantes (Castellone et al. 2011; Hanahan and Weinberg 2011). Os
resultados observados indicam que a superexpressao de hnRNP A1 em células
BCPAP aumenta a capacidade individual migratéria e invasiva dessas células,

comparadas com o controle (figura 12).
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Figura 12. Ensaios de franswell para avaliar migragao e invasao celulares em células BCPAP-FLAG
(controle) e BCPAP-FLAG-hnRNP A1. Ensaios utilizando transwell para (A) migracao e (B) invasao,
foram realizados por 6h. Imagens representativas das células que atravessaram o transwell estao

apresentadas na parte superior dos painéis, e a quantificagdo de aproximadamente dez campos esta
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mostrada na parte inferior das figuras. O eixo y indica a média do niumero de células por campo.

Todos os experimentos foram realizados trés vezes. * P <0,05 e *** P <0,0005.

Considerando-se que as células utilizadas para o ensaio de transwell foram
inicialmente tripsinizadas, e por tratar-se de um experimento relativamente breve,
decidimos verificar se as células estavam viaveis. Deste modo, junto aos ensaios de
transwell, a mesma quantidade de células foi semeada em placas separadas e
cultivadas durante 6h, e entdo essas células foram coletadas e quantificadas pelo
método de exclusdo por Trypan blue (figura 13). Foram observados que 90% do

numero total de células de todos os grupos permaneciam viaveis.
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Figura 13. Ensaio de viabilidade. O indice de viabilidade das células (eixo y) apds 6h de cultivo foi
calculado apdés contagem das células usando o método de exclusdao por Trypan blue. As
porcentagens de células viaveis (azul claro) e nao viaveis (azul escuro) foram quantificadas
utilizando-se o equipamento Countess Il FL Automated Cell Counters (ThermoFisher). Os valores
percentuais sdo complementares, e cada barra representa um valor absoluto de 100% das células

(viaveis + nao viaveis).

4.6 Ensaio de ciclo celular

Com os resultados dos ensaios de migragao e invasao, decidimos investigar
se a superexpressao de hnRNP A1 poderia alterar o perfil do ciclo celular. O ensaio
de ciclo celular foi realizado com iodeto de propidio (IP), um corante bastante
utilizado devido a sua capacidade de intercalar-se com o DNA dupla fita, produzindo
um sinal altamente fluorescente quando excitado a 488 nm com uma ampla emissao

centrada em torno 600 nm. As analises mostraram que a superexpressao de hnRNP
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A1 nao alterou significativamente a progresséo do ciclo celular (figura 14) em células
BCPAP e HEK.
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Figura 14. Perfis de ciclo celular obtidos por citometria de fluxo (coloragao com iodeto de propidio).
Eixo Y representa a quantidade de células, e o eixo X representa o conteido de DNA (intensidade do
iodeto de propideo). (A) BCPAP-FLAG, (B) BCPAP-hnRNP A1, (C) HEK-FLAG, (D) HEK-hnRNP Af1.

A porcentagem relativa de células em cada fase do ciclo esta destacada nos gréficos.

4.7 Knockdown da proteina hnRNP A1

Diante de todos os resultados obtidos com a superexpressao de hnRNP A1,
decidimos investigar se a redugdo na expressdao de hnRNP A1 em células BCPAP
causaria algum efeito nos niveis de miRNAs e na cinética celular. Para isso, foram
realizadas transfecgdes utilizando diferentes concentracbes do siRNA que possui
como alvo o mRNA da hnRNP A1 (figura 15), e as células foram coletadas apés 30
h. Os niveis de mRNA da hnRNP A1 foram analisados por RT qPCR, utilizando-se

primers especificos para a detecgcao de hnRNP A1.
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Figura 15. Knockdown de hnRNP A1. Calculo da expresséao relativa de hnRNP A1 utilizando-se as
concentragbes de 2,5 nM (azul), 5 nM (azul claro) e 10 nM (verde) do siRNA para hnRNP A1 em
células BCPAP (painel superior) e HEK 293T (painel inferior). Células transfectadas com siRNA
scramble (azul escuro) foram utilizadas como controle. O valor da expresséao (fold change) foi
normalizado com niveis de expressdao do gene de B —actina. Barras de erro representam desvios

padrao calculados a partir de trés experimentos independentes. *P <0,05, **P <0,005 e ***P <0,0005.

A analise do uso de diferentes concentracdes do siRNA para hnRNP A1
mostrou que mesmo com 2,5 nM do siRNA ja foi possivel observar redugéo na
quantidade de mRNA para hnRNP A1. Nesta etapa, escolhemos prosseguir com as
analises utilizando-se 5 nM do siRNA porque esta concentracdo de 5 nM provocou
uma reducéo similar (aproximadamente 50%) dos niveis de mMRNA da hnRNP A1 em
ambas linhagens celulares. Os cDNAs sintetizados a partir destas linhagens
silenciadas foram utilizados para avaliar o nivel dos miRNAs do cluster miR-17-92.
Contudo, ndo foi possivel realizar-se tal analise, pois os resultados de gqPCR
indicaram que os niveis de expressdao desses mMiRNAs encontravam-se muito
baixos, com Ct’'s proximos ou até mesmo superiores aos limites de deteccdo do

equipamento.
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4.8 Regulagéao do splicing de MIR17HG

Nossos resultados indicaram uma forte associacdo dos niveis de expressao
de hnRNP A1 e dos miRNAs do cluster miR-17-92. Neste sentido, uma questao
importante era investigar se a hnRNP A1 esta de alguma forma regulando o splicing
do gene MIR17HG. As hnRNPs sao frequentemente associadas a padrbes de

splicing alternativo.

O gene MIR17HG da origem a diversos transcritos que podem ser
processados ou ndo. O transcrito 201 (referéncia do Ensembl
ENSG00000215417.13) nao sofre splicing alternativo, e desse modo ele é
constituido pelos exons 1, 2, 3 e 4. Nessa isoforma o intron contendo o cluster miR-
17-92 é removido. O exon 2 nesse transcrito € mantido integro, diferentemente do
que se observa nas outras isoformas. Deste modo, desenhamos primers para
diferenciar essa isoforma de outras. O primer PC313 (direto) hibridiza na regido do
exon 2 que s6 é encontrada no transcrito 201, e o primer PC314 (reverso) se anela a
regido do exon 2 que é encontrada tanto no transcrito 201 quanto no transcrito 203
(figura 5). Assim, desenhamos esse primeiro par de primers para detectarmos o
transcrito 201. Isso foi importante para comprovarmos que nas amostras utilizadas
havia algum dos transcritos provenientes do gene MIR17HG.

Por outro lado, o transcrito 203 (referéncia do Ensembl
ENSG00000215417.13), uma das isoformas mais frequentes, € submetido a
diferentes padrdes de splicing alternativo, sendo eles: a remogao parcial do inicio do
exon 2, retencao do intron 2, retengao parcial do infron 3 (o cluster miR-17-92 fica
retido nesse transcrito), e exclusdo do exon 4. Desta maneira, o par de primers
PC315 (direto) e PC316 (reverso) foi desenhado para hibridizar no intron 3, proximo
a regiao codificadora do miR-17-92, e utilizamos esses primers para detectarmos o
transcrito 203 (figura 5).

Primeiramente realizamos RT-PCR convencional com as amostras de BCPAP
controle (sem transfecgao), BCPAP-hnRNP A1 e BCPAP-si-hnRNP A1. As amostras
foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1,5%. N6s observamos que o
transcrito 201 (114 pb) estava presente em todas as amostras (figura 16 A). Em
contrapartida, observamos o transcrito 203 (137 pb) tanto no controle, quanto na
amostra superexpressando a hnRNP A1. Entretanto esta isoforma nao foi observada

na amostra onde a hnRNP A1 esta parcialmente silenciada, indicando que a



44

auséncia de hnRNP A1 possa ter impedido a produgao da isoforma 203, mas n&o da
201, na qual os introns sao removidos.

Para quantificar esse efeito, foi realizado um experimento de RT-PCR
quantitativo, utilizando os mesmos primers descritos acima. Nao foi possivel
normalizar os resultados, pois o gene de referéncia utilizado (RNU6B) apresentou
alta variacdo de expressdao na amostra BCPAP-si-hnRNP A1. Desta forma, os
resultados foram expressos utilizando-se as médias dos valores dos Ct’'s obtidos.
Quanto maior o numero de Ct’s observados, menor a quantidade de produto obtido.
Assim como no RT-PCR convencional, nés observamos que o transcrito 201 estava
presente em todas as amostras em quantidades similares (figura 16 B). Ja o
transcrito 203 encontrava-se consideravelmente reduzido na amostra BCPAP-si-
hnRNP A1, apresentando, em média, 5 Ct's a mais do que as amostras controle e
BCPAP-hnRNP A1 (figura 16 C). Este resultado confirma que na auséncia de
hnRNP A1, o splicing no gene MIR17HG gera a isoforma 201, e ndo a 203,
confirmando o observado no RT-PCR convencional. Este experimento sera repetido
utilizando-se outro gene normalizador enddgeno para confirmar o resultado em mais

amostras bioldgicas.

1e2: BCPAP
3 e 4: BCPAP-hnRNP A1
5 e 6: BCPAP-sihnRNP A1
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Figura 16. Regulacédo do splicing de MIR17HG. (A) Eletroforese em gel de agarose (1,5%) do RT-
PCR dos transcritos de MIR17HG. As canaletas impares referem-se aos RT-PCRs do transcrito 201
(114 pb), e as pares do transcrito 203 (137 pb). L: marcador de peso molecular O'Gene Ruller 1 kb
(Thermo). 1 e 2: BCPAP néo transfectada. 3 e 4: BCPAP-hnRNP A1. 5 e 6: BCPAP-si-hnRNRNA A1.
As setas indicam o produto de amplificagdo correspondente ao transcrito 203, e o retangulo vermelho
destaca auséncia de amplificagao visivel de tal transcrito. (B) As amostras foram analisadas por RT-
gPCR utilizando-se os mesmos primers para a detecgao do transcrito 201 (tabela 1, figura 5). (C) RT-
gPCR usando primers para a detecgao do transcrito 203 (tabela 1, figura 5). O eixo Y mostra a média

dos Ct’s observados. A medida de erro padrao foi calculada a partir da triplicata experimental.

4.9 Construgao do vetor para superexpressdo de hnRNP G

Paralelamente aos ensaios com a proteina hnRNP A1, realizamos a
construgcao do vetor para a superexpressao de hnRNP G. Iniciamos com o desenho
de pares de primers para amplificacdo das sequéncias de interesse através da
técnica de PCR. Depois, realizamos um ensaio de eletroforese com os produtos de
PCR, através do qual foi possivel isolarmos o produtos de interesse (1176 pb). Este
fragmento foi clonado no vetor pGEM T-easy (PROMEGA). O vetor pGEM-hnRNP G
foi digerido utilizando-se as enzimas de restricdo EcoRl + BamHI. Através de

eletroforese, foi observada uma banda cujo tamanho correspondia ao esperado
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para essa sequéncia (aproximadamente 1200 pb) (figura 17). Este plasmideo foi
preparado para sequenciamento, e a integridade da sequéncia foi confirmada. Desta
maneira, prosseguimos com a sub-clonagem desta sequéncia em vetor pFLAG-
CMV3. A clonagem no pFLAG-CMV3 foi confirmada através de clivagem, utilizando-

se as mesmas enzimas de restricdo ja mencionadas acima (figura 17 B).

B
A M
M

«— pFLAG aberto
«— pGEM aberto

< hnRNPG «—— hnRNPG

Figura 17. Clonagem de hnRNP G em vetor pFLAG. Eletroforeses em gel de agarose mostrando as
digestdbes com as enzimas EcoRI e BamHI dos vetores (A) pGEM-hnRNP G e (B) pFLAG-hnRNP G
para verificar a clonagem. As bandas superiores correspondem aos vetores pGEM e pFLAG, e as
bandas inferiores a hnRNP G. M, marcador de DNA 1 kb (O'Gene Ruller 1 kb, Thermo).

4.10 Confirmacéo de superexpressao de hnRNP G

O vetor pFLAG-hnRNP G foi em seguida transfectado em células HEK 293T,
seguindo o mesmo protocolo de cultura e transfecg¢ao utilizados nos ensaios com
pFLAG-hnRNP A1. Apds selecdo com G418, as células foram cultivadas, e a
confirmacdo de superexpressao foi realizada por RT-gPCR. A superexpressido de
hnRNP G em HEK-293T foi confirmada através de RT qPCR (figura 18), utilizando-

se primers especificos para 0 mMRNA de hnRNP G (tabela 1).
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Figura 18. Confirmagéo da superexpressdao de hnRNP G em células HEK-293T transfectadas com o
plasmideo pFLAG-hnRNP G (barra verde escura). O grupo controle expressava apenas o epitopo
FLAG (barra verde clara). Para o calculo de variagdo na expressao (fold change) foi realizada
normalizagdo com amplificagdo com primers para o gene de  —actina. Barras de erro representam

desvios padrao calculados a partir de trés medigbes independentes. * P <0,05.

4.11 Analise in silico da interagdo entre hnRNP G e o cluster miR-17-92

Assim como para hnRNP A1, realizamos uma analise in silico (figura 19) para
buscar possiveis sitios de ligacdo para hnRNP G na sequéncia de pri-miR-17-92. As
sequéncias consenso sdo AAUG e CC(A/C) (Heinrich et al. 2009; Hirschfeld et al.
2015). Através desta analise noés observamos que existem algumas regides da
sequéncia do cluster que podem ser potenciais sitios de ligacdo para hnRNP G.
Ademais, esses sitios encontram-se dentro das proprias sequéncias do pri-miR-17a
pri-miR-19a e pri-miR-92a, o que pode indicar uma forte associagao dessa proteina

aos miRNAs maduros.
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5—3
ATTCTTAAGGCATAAATACGTGTCTAAATGGACCTCATATCTTTGAGATAATTAAACTAATTTTTTCTTC
JCCATJAGGGATTATGCTGAATTTGTATGGTTTATAGTTGTTAGAGTTTGAGGTGTTAATTCTAATTATC
TATTTCAAATTTAGCAGGAAAAAAGAGAACATCACCTTGTAAAACTGAAGATTGTGACCAGTCACAAT

=CAGCTGCCTCG GGAAGCCAAGTTGGGCTTTAAAGTGCAGGGCCTGCTGATGTTGAGT

GCTTTTTGTTCTAAGGTGCATCTAGTGCAGATAGTGAAGTAGATTAGCATCTACTACCCTMAGTGCTC
CTTCTGGCATAAGAAGTTATGTATTCATCCAATAATTCAAGCCAAGCAAGTATATAGGTGTTTTAATAG
TTTTTGTTTGCAGTCCTCTGTTAGTTTTGCATAGTTGCACTACAAGAAGAATGTAGTTGTGCAAATCT
ATGCAAAACTGATGGTGGCCTGCTATTTCCTTCAAATGAATGATTTTTACTAATTTTGTGTACTTTTATT
GTGTCGATGTAGAATCTGCCTGGTCTATCTGATGTGACAGCTTCTEIACCACTARACTCCITATACE
COACETACTCINACTIATCTACTCCATTATCACOACTIAAAGIAGIEC TAGCTGTAGAACTCCAGCT
TCGGCCTGTCGCCCAATCAAACTGTCCTGTTACTGAACACTGTTCTATGGTTAGTTTTGCAGGTTTG
CATCCAGCTGTGTGATATTCTGCTGTGCAAATCCATGCAAAACTGACTGTGGTAGTGAAAAGTCTGT
AGAAAAGTAAGGGAAACTCAAACLCCTITCTACACAGGTTGEGATCGGTTGAAATGETGTGTTTCT
GTATGGTATTGCACTTGTCCCGECCTGTTGAGTTTGGTGGGGATTGTGACCAGAAGATTTTGAAAAT
TAAATATTACTGAAGATTTCGACTTECAC] GTTAAATGTACAAGATACATGAAATATTAAAGAAAATGT G
TAACTTTTTGTGTAAATACATCTTGTCTTGTTTTCATTCAAAAACATTTCACTTTTGGGGTTGCGTGTC
AGATTTGGCAGTATAAATTCTGGCTATATTT

Figura 19. Analise in silico de sitios de ligacdo a hnRNP G na sequéncia do pri-miR17-92. A
sequéncia do pri-miR-17-92 esta mostrada. Os pri-miRNAs do cluster estdao marcados com diferentes
cores: em verde esta a sequéncia do pri-miR-17; em amarelo a sequéncia do pri-miR-18a; em azul
claro esta a sequéncia do pri-miR-19a; em lilas esta a sequéncia do pri-miR-20a; em cinza esta a
sequéncia do pri-miR-19b; e em laranja esta a sequéncia do pri-miR-92a. No retangulo vermelho
destacam-se os possiveis sitios de interagcdo da hnRNP G com este cluster. Foram utilizados os

bancos de dados UniProt, NCBIl e miRBase como referéncias.
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5 DISCUSSAO

As proteinas hnRNPs desempenham papéis importantes em diversos
aspectos do processamento de RNAs. Estudos anteriores mostraram que as
proteinas hnRNPs promovem splicing alternativo de alguns genes através da
regulacéo da escolha de sitios de splicing presentes nos pré-mRNAs (Huelga et al.
2012). Em muitos casos, a interferéncia das hnRNP pode levar a producédo de
isoformas que promovem caracteristicas oncogénicas. Neste sentido, a regulagéo da
expressao génica realizada pelas hnRNPs tem atraido cada vez mais interesse,
principalmente nas pesquisas sobre o cancer. Isso porque em muitos tipos de tumor
foram observados niveis aumentados de algumas dessas proteinas, provavelmente
associando-as a processos oncogénicos (Geuens et al. 2016). Neste trabalho,
investigamos a associagao da proteina hnRNP A1 ao cluster de miRNAs miR17-92.
Este cluster é potencialmente oncogénico, ja tendo sido relacionado ao
desenvolvimento de alguns tipos de cancer (Bian et al. 2013; He et al. 2005). Nossos
resultados contribuem para desvendar o papel destas proteinas na modulagédo do

splicing durante o cancer em duas frentes, conforme discutiremos a seguir.

Resultados anteriores da literatura mostraram a associacdo de hnRNP A1 ao
miR-18a (Guil and Caceres 2007). Estes dados revelaram que tal associagao é
importante para o processamento deste miRNA, pois facilitaria a acdo da Drosha por
intermédio de sua associagdo ao loop terminal do pri-miR-18a (Guil and Caceres
2007). De fato, resultados obtidos anteriormente por nosso grupo indicaram que
hnRNP A1 estaria associada a spliceossomos montados em infrons contendo miR-
18a e miR-19a (Paiva et al. 2017). Os resultados obtidos no presente trabalho
mostraram que a hnRNP A1 esta associada com miR-18a e com outros integrantes
do cluster miR-17-92, como o miR-17a e miR19a, mas nado ao miR-92a.
Interessantemente, através de uma andlise in silico, observamos que ha regides,
nesse cluster, que possuem provaveis sitios de interacdo com a hnRNP A1. Isso
poderia explicar o porqué desta proteina estar mais associada com os miRNAs que
estdo mais proximos da regidao 5’ do pri-miRNA. Além disso, a estrutura secundaria
dos miRNAs transcritos levaria a uma conformagao espacial que poderia facilitar
essa interagdo com hnRNP A1, ja que alguns trabalhos sugerem que o miR-92a esta
mais internalizado na estrutura secundaria do cluster, enquanto os outros miRNAs

estariam mais expostos e poderiam mediar mais interagdes (Chaulk et al. 2011).
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A presenca de hnRNP A1 esta geralmente associada a repressao da incluséo
de exons, no que se refere ao controle do splicing alternativo (Huelga et al. 2012). E
possivel que a presenca desta proteina bloqueie a atividade do spliceossomo no
infron que contém o cluster, por exemplo. Nossos resultados sugerem que em
células BCPAP com menores niveis de hnRNP A1, o transcrito 203 - que possui o
intron 3 retido - € encontrado em niveis menores comparados as células BCPAP
sem transfeccao (figura 16). Isso sugere que a proteina hnRNP A1 pode ter um
papel regulatério no splicing do gene MIR17HG. Neste sentido, na presenga de
hnRNP A1, o intron onde esta localizado o cluster miR17-92 permanece no transcrito
maduro, o que permitiria o processamento pela maquinaria do microprocessor e
levaria a maiores niveis dos miRNAs maduros. Estes resultados nos levam a duas
possiveis previsdes sobre o papel de hnRNP A1 no intron que contém o cluster
miR17-92: (1) a presengca de hnRNP A1 estaria silenciando o splicing deste intron,
estimulando a produgao de isoformas que contém o infron em sua sequéncia
madura (como o transcrito 203), de maneira que os miRNAs seriam processados
diretamente pelo microprocessor; (2) na auséncia desta proteina, o intron é retirado
da isoforma madura (transcrito 201), de forma que o processamento ocorreria
primeiramente pelo spliceossomo. Neste caso, € possivel que este infron fosse
degradado antes mesmo de ser processado para sintese dos miRNAs. A hnRNP A1
poderia funcionar, desta forma, como uma “facilitadora” da biogénese dos miRNAs
deste cluster, e de fato, isso é confirmado por nossos resultados em células

superexpressando esta proteina (figuras 7 e 8).

A interacdo das proteinas hnRNP com a maquinaria de processamento de
miRNAs ja foi previamente relatada para hnRNP A2/B1 (Havens, Reich and Hastings
2014), o que pode indicar também que a presenga da hnRNP no intfron estimule a
atividade do microprocessor. Por outro lado, ha proteinas hnRNP que podem
estimular a inclusdo dos exons durante o splicing, principalmente se houver outras
hnRNP ou SR associadas aos mesmos introns (Martinez-Contreras et al. 2006;
Wang and Burge 2008). Além de ocorrer cooperagao entre as hnRNP, também
pode haver interacdo com outras proteinas, como as SR, associadas aos mesmos

introns.

Além do papel molecular desta proteina na regulagao do splicing e biogénese

dos miRNAs, sua presenca também poderia modular caracteristicas pro-tumorais
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das células (Brockstedt et al. 1998; Carabet et al. 2019). O cancer € o resultado de
muitos processos complexos, nos quais varios fatores levam as células a serem
incapazes de formar estruturas funcionais, levando-as a proliferar de maneira
descontrolada e, em muitos casos, a migrar para diferentes tecidos (Floor et al.
2012). Nossos resultados mostraram que células BCPAP superexpressando hnRNP
A1 possuem uma taxa maior de proliferagdo. Nos tecidos saudaveis, a regulacao da
proliferacdo é finamente controlada através de muitos fatores de crescimento e
receptores. Por outro lado, nos tecidos tumorais, a proliferacdo ocorre de forma
acelerada e descontrolada, desencadeada por mudancgas nas vias e expressoes de
seus efetores e mensageiros (Evan and Vousden 2001). Membros da subfamilia
hnRNP A/B ja foram associados a regulagao da proliferagdo em cancer de pulmao
(Fielding et al. 1999).

Estudos anteriores mostraram que a hnRNP A1 e outras hnRNPs sao
importantes em outros processos tumorigénicos, como na transicao epitélio-
mesénquima (EMT) em alguns tipos de cancer, como o de mama e cancer gastrico
(Chen et al. 2018, Sun et al. 2017). Durante o processo de transi¢cao epitélio-
mesenquimal (EMT), as células tumorais adquirem, entre outras propriedades,
capacidades de migracdo e invasdo, tornando-se entdo células-tronco
mesenquimais (Jinesh and Brohl 2019). Essas caracteristicas sdo importantes para
a progressao tumoral, pois permitem que as células tumorais colonizem outras
regides. De fato, estudo da migragéo e invasao celular é de particular interesse, pois
a principal causa de morte em pacientes com cancer esta relacionada a progressao
metastatica (Castellone et al. 2011). Os nossos resultados indicam que
concentragbes elevadas de hnRNP A1 aumentam a capacidade migratéria e
invasiva das células, de forma que € possivel que esta proteina seja importante para
a evolugao do fendtipo maligno de células de cancer papilifero de tiredide, BCPAP.
E importante ressaltar que o aumento da capacidade invasiva e migratdria ndo se
deve ao aumento no numero de células mortas. Se houvesse uma porcentagem
maior de células mortas em um dos grupos, isso poderia influenciar nos resultados
quantitativos de migragcdo e invasao, pois poderia apontar taxas migratorias e
invasivas mais baixas do que o outro grupo. Observamos que a porcentagem de
células vivas de ambos os grupos estudados era superior a 90%, similar para os

dois grupos.
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Outras proteinas da familia das hnRNPs ja foram associadas a processos
oncogénicos, a valer a hnRNP M. A hnRNP M é um regulador de splicing alternativo
do fator de crescimento fibroblastico (FGFR2), promovendo principalmente “exon
Skipping” (Hovhannisyan and Carstens 2007). A regulagdo negativa da expressao
de FGFR2 esta associada com a maior capacidade de invasao celular, e isoformas
de FGFR2 foram reportadas em alguns tipos de cancer (Szybowska et al. 2019).
Essa proteina também funciona como um receptor nuclear para alguns antigenos
pré-oncogénicos, como no caso do CEA (carcinoembryonic antigen). O CEA se liga
ao receptor CEAR, que faz parte da familia hnRNP M em células Kupffer,
promovendo um efeito protetor nos tumores no figado (Thomas, Forse and Bajenova
2011). Além disso, a proteina hnRNP M foi associada a regulagdo do splicing de
alguns membros a familia CEA (Dery et al. 2011). Esse membro da familia das
hnRNPs foi associada ao splicing de genes-chave para a progressao tumoral, como
o CD44, e sua expressao aberrante foi associada ao aumento de proliferacao,
invasdo e metastase de células tumorais agressivas, tais como cancer de mama,
cancer de colo de utero e de ovario (Bjersand et al. 2017; Chen et al. 2014; Sun et
al. 2017). A concentracédo desta proteina também esta elevada durante o processo
de EMT, de maneira que pode ter um papel importante durante as metastases (Sun
et al. 2017).

Por fim, os resultados obtidos sugerem que a proteina hnRNP A1 é um fator
importante para a progressao tumoral em células BCPAP, atuando em diversos
aspectos associados a caracteristicas do desenvolvimento do cancer, tais como
proliferacdo, migragao e invasao (Chen et al. 2018). Nossos resultados indicam que
0s mecanismos moleculares necessarios para este papel de hnRNP A1 estdo
relacionados com seu papel no processamento de miRNAs, especialmente os do
cluster miR-17-92.

6 CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos neste trabalho, concluimos que:

i. A superexpressao de hnRNP A1 aumenta os niveis dos miRNAs miR-17a,
miR-18a e miR-19a.
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ii. A proteina hnRNP A1 esta associada ao miR-18a, e também aos miRNAs
miR-17a e miR-19a.

iii. A proteina hnRNP A1 regula o splicing do gene MIR17HG, estimulando a
producao de isoforma que contém o intron 3 (transcrito 203).

iv. A superexpressao de hnRNP A1, e o consequente aumento dos niveis de
expressao do cluster miR-17-92, elevam as taxas de proliferacao,
migracao e invasao celulares, possivelmente associando o aumento da

biogénese destes miRNAs ao desenvolvimento de neoplasias malignas.

7 PERSPECTIVAS

Nossos resultados até o momento corroboram a nossa hipotese inicial de que
a proteina hnRNP A1 associa-se e regula a biogénese dos miRNAs do cluster miR-
17-92. A investigacao sobre a etapa da biossintese e processamento dos miRNAs
na qual a proteina hnRNP A1 atua é de grande interesse, pois isso podera
possibilitar melhor entendimento dos mecanismos tumorigénicos que estejam
associados tanto pela regulacdo promovida pela hnRNP A1 em niveis co-
transcricionais, quanto pela sua atuacdo no processamento de miRNAs

oncogénicos.

Além disso, uma investigacdo mais detalhada sobre a proteina hnRNP G
pode trazer dados que permitam verificar se ela também interfere na biogénese dos
miRNAs deste cluster. De forma geral, estas analises poderdo elucidar a
participacdo da familia das hnRNPs no splicing em células tumorais, ja que essas
proteinas sao frequentemente superexpressas em diferentes tipos de cancer, e

poderiam atuar por meio de mecanismos similares.
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